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suMMary
Myeloproliferative neoplasia (MPN) are clonal bone marrow stem cell disorders 
characterized by proliferation of the erythroid, megakaryocytic and/or myeloid cell lines. 
essential thrombocythemia (eT), polycythemia vera (PV) and primary myelofibrosis (PMF) 
belong to the Philadelphia chromosome negative MPNs. 
In the last couple of years it has become evident that bone marrow morphology is a 
cornerstone of MPN diagnosis and disease classification. 
Together with the discovery of the  mutation more insight in the development of 
MPN has been generated. 
In chapter 1 and 2 we describe the clinical and histological criteria of MPN and the symptoms 
patients with a MPN display. The symptoms of the different MPN entities show a great 
overlap which makes it difficult to distinguish these three entities clinically from each other. 
Bone marrow pathology is an important type of investigation for a definitive diagnosis. Bone 
marrow in eT patients is predominantly  characterized by a megakaryocyte proliferation, 
lying in loose clusters. PV shows a trilinear proliferation in the bone marrow, but the 
erythroid cell line is predominantly present. Bone marrow in PMF patients shows reticulin 
fibrosis and proliferation of the megakaryocytes which are clustered together very tightly. 
However, eT as well as PV patients can show some reticulin fibrosis in their bone marrow, 
known as post-eT myelofibrosis (post-eT MF) and post-PV myelofibrosis (post-PV MF) 
respectively. 
The presence of the  mutation in all MPN entities makes it more difficult to 
differentiate between eT, PV and PMF. The  mutation is present in approximately 
95% of PV patients and in approximately 50% in eT and PMF patients. The morphological 
and clinical overlap and the presence of the  mutation in MPN patients causes 
ambiguity whether eT, PV and PMF are three distinct diseases or simply expressions of one 
disease. We propose to divide the MPNs in JAK2 positive MPNs and JAK2 negative MPNs 
with a subdivision in patients with and without myelofibrosis.
Furthermore, we give a brief overview of the treatment of MPN patients. The treatment of 
the individual MPNs depends on the risk category. eT and PV patients belonging to the low 
and intermediate risk group are treated with a low dose of aspirin. PV patients will also 
receive phlebotomie. In eT and PV patients belonging to the high risk group a 
chemotherapeutical is added. In PMF patients belonging to the low and intermediate-1 risk 
category a ‘wait-and-see’ approach is justified. The intermediate-2 and high risk group 
receives chemotherapy or will be allocated for an allogeneic stemcell transplantation or 
experimental drugs.
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In chapter 3 we assessed the reproducibility of the current major individual morphological 
characteristics described in the WHO classification and the reproducibility of the histological 
diagnosis. The discovery of the  mutation resulted in a revision of the WHO 
diagnostic criteria of the MPN in 2008. However, there is concern of the reproducibility of 
morphological features as stated in these criteria. This was also shown in our study; we 
show a high degree of consensus for the individual histological features as described in the 
WHO classification. However, the translation to a final histological diagnosis is problematic; 
despite a good correlation between the individual histological features, we showed an 
inter-observer variation in the translation to a final diagnosis. Not only the recognition of 
the individual histological features is important, also their frequency, ranking and 
combination play a role in the pathologists decision to assign the bone marrow biopsy to eT, 
PV or PMF. These aspects are not clearly defined in the WHO classification and suggest that 
additional agreement on the definitions of the histological characteristics would be valuable. 
In chapter 2, 4 and 5 we focus on the molecular mechanisms involved in the pathogenesis 
of MPN. The  mutation in MPN patients results in a sustained JAK2 proliferation 
leading to an increased activation of the signal transducer and activator of transcription 
(STAT) family. especially STAT3 and STAT5 seems to play an important role in MPN 
development. STAT3 regulates cell growth and is involved in the megakaryopoiesis. STAT5 
also regulates cell growth and inhibits the megakaryocyte apoptosis. The net result of 
STAT3 and STAT5 phosphorylation is proliferative activity and apoptosis inhibition of mainly 
megakaryocytes. In chapter 4 we stained bone marrow of MPN and control patients 
immunohistochemically with phosphorylated STAT3 (pSTAT3) and STAT5 (pSTAT5). pSTAT3 
was more expressed in PMF and  positive patients compared to the control and eT 
patients. pSTAT5 expression showed an increasing trend in PV and  positive 
patients. We also demonstrate a correlation between microvessel density (MVD) and 
pSTAT5 expression.
The reduced life expectancy of PV and PMF patients can mainly be attributed to the 
increased vessel density and the increasing development of fibrosis in the bone marrow 
during the disease course. Galectin-1 (gal-1) is known to be involved in tumour angiogenesis 
and galectin-3 (gal-3) in liver fibrosis. 
In chapter 4 we show that the gal-1 expression is significantly higher in the whole group of 
MPN patients compared to the control group. This finding, together with the finding of a 
significant correlation of the gal-1 expression with the MVD suggest a possible role of gal-1 
in the increased angiogenesis seen in the bone marrow of MPN patients. Since it was 
demonstrated that angiogenesis is inhibited via gal-1 with the angiogenesis inhibitor 
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anginex, it might even be a probable angiogenesis inhibitor in MPN patients in the future.
The sustained JAK2 activation leads also to a sustained activation of the extracellular 
signal-regulated kinase (erk) and the phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt/p70S6k/
mammalian target of rapamycine (mTor) signalling pathway. Activation of the erk and PI3K/
Akt pathway results in apoptosis inhibition especially of megakaryocytes. 
In chapter 5 we stained MPN and control bone marrow immunohistochemically with perk, 
pAkt, p70S6k and Bnip3 (apoptosis activator) along with the MVD to characterize abnormal 
activation of these pathways and abnormal apoptotic responses in bone marrow and 
megakaryocytes of MPN patients. We show that increased bone marrow cellularity in MPN 
patients might be influenced by increased perk, pAkt and decreased Bnip3 expression. 
A dominant role for megakaryocytes in especially eT patients was shown. Increased 
amounts of megakaryocytes in MPN patients can be due to increased pAkt and p70S6k.
The  mutation is present in over 95% of the PV patients and in approximately half of 
the eT and PMF patients. The discovery of the  mutation has generated an interest 
in the development of JAK2 inhibitors. In chapter 6 we analysed the expression of gal-1, gal-
3, pSTAT3, pSTAT5, perk and pAkt in mutation positive patients with myelofibrosis 
who were treated with the JAK1/2 inhibitor INCB018424, ruxolitinib. ruxolitinib is a JAK1/2 
inhibitor which showed great improvements in clinical symptoms in MPN patients. We tried 
to correlate this improvement with a decrease in molecular markers in bone marrow. In this 
pilot study with only seven patients we demonstrated a decrease in pSTAT3, pSTAT5, perk 
and pAkt expression in patients who were treated with ruxolitinib during one year compared 
to patients who did not receive ruxolitinib. However, other studies also have shown a 
suppression of these molecular markers in MPN patients without the . This 
indicates that other pathways are involved in the JAK2 activation in MPN patients. 
For gal-1 and gal-3 a lower expression was seen in patients treated with ruxolitinib but also 
in patients who were not treated with ruxolitinib. Therefore, we conclude that the expression 
of gal-1 and gal-3 is independent of JAK2 activation.
Unfortunately, in our pilot study no effect was seen on the grading of fibrosis after 
ruxolitinib treatment, as fibrosis indicates a worse disease prognosis. If the underlying 
mechanism of fibrosis development in MPN patients can be revealed it would open up the 
possibilities for important breakthroughs in therapeutical treatment options. This would 
result in a better prognosis for MPN patients and probably longer survival rates especially 
in PMF, post-eT MF and post-PV MF patients. Although this study was done on only seven 
MPN patients with fibrosis, it underlines the importance of the discovered  
mutation in the pathogenesis of MPN patients with fibrosis.
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Myeloproliferatieve neoplasia (MPN) zijn aandoeningen die gelokaliseerd zijn in het 
centrale merg van de botten en een toename geven van verschillende onderdelen van het 
bloedvormende beenmerg. De ziekte die uitgaan van de rode reeks, simpel gezegd 
verantwoordelijk voor o.a. een grote toename van rode bloedcellen, noemen we 
polycythaemia vera (PV). een proliferatie van de bloedplaatjes en de megakaryocyten, 
cellen die deze plaatjes vormen, zien we met name bij trombocythemie (eT). Proliferatie 
van fibroblasten, cellen van stroma in de tussenstof, noemen we een primaire myelofibrose 
(PMF). Het onderzoek in dit proefschrift is met name gericht op deze drie ziekten. De 
ziekte die een toename geeft van de witte reeks noemen we een myeloide leukemie, 
hetgeen berust op een ander ontstaansmechanisme en niet in dit proefschrift wordt 
besproken. 
In de laatste jaren is duidelijk geworden dat het microscopisch beeld van de beenmergcellen 
een belangrijk onderdeel is van de MPN diagnose en onderverdeling van deze ziekten. 
Mede door de ontdekking van de  mutatie in het genetisch materiaal van het 
bloed, is meer inzicht verkregen in de pathogenese van MPN.
In hoofdstuk 1 en 2 beschrijven we de klinische en histologische criteria van MPN en de 
symptomen van MPN patiënten. De symptomen die MPN patiënten hebben, vertonen een 
grote overlap waardoor deze drie entiteiten klinisch moeilijk van elkaar te onderscheiden 
zijn. Beenmerg pathologie is mede een belangrijk onderzoek voor een definitieve diagnose. 
Beenmerg van patiënten met eT wordt voornamelijk gekenmerkt door een megakaryocyten 
proliferatie waarbij de megakaryocyten in losse clusters liggen. PV toont een trilineaire 
proliferatie in het beenmerg, maar de erythroïde cellijn is overwegend aanwezig. 
Beenmerg van PMF patiënten vertoont reticuline fibrose en proliferatie van de 
megakaryocyten waarbij de megakaryocyten dicht tegen elkaar in groepen geclusterd 
zijn. Sommige PV en eT patiënten vertonen ook reticuline fibrose in het beenmerg, bekend 
als post-eT myelofibrose (post-eT MF) en post-PV myelofibrose (post-PV MF) 
respectievelijk. De aanwezigheid van de  mutatie in zowel eT, PV als PMF 
patiënten maakt het stellen van de diagnose makkelijker, maar onderling zijn deze ziekten 
moeilijker van elkaar te onderscheiden. De  mutatie is aanwezig in ongeveer 95% 
van de PV patiënten en bij ongeveer 50% van de eT en PMF patiënten. De morfologische en 
klinische overlap en de aanwezigheid van de  mutatie in MPN patiënten zaaien 
twijfel over het gegeven of eT, PV en PMF wel drie verschillende ziekten zijn danwel 
uitingen van één ziekte. Derhalve wordt ook voorgesteld om de MPNs in JAK2 positieve 
MPNs en JAK2 negatieve MPNs te verdelen met een onderverdeling in patiënten met en 
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zonder myelofibrose. Omdat echter niet alle patiënten met een MPN een JAK2 mutatie 
hebben lijken ook nog andere, nog niet ontdekte oorzaken van belang bij het ontstaan van 
deze ziekte. Verder geven we een kort overzicht van de behandeling van MPN patiënten. 
De behandeling van de individuele MPNs is afhankelijk van de risico categorie waartoe 
de patiënten behoren. eT en PV patiënten die behoren tot de lage en intermediaire risico 
groep worden behandeld met een lage dosis aspirine en bij PV patiënten wordt daar 
phlebotomie (aderlating) aan toegevoegd. eT en PV patiënten die behoren tot de hoge 
risicogroep worden naast een lage dosis aspirine en eventueel phlebotomie bij PV 
patiënten ook behandeld met een chemotherapeuticum. Bij PMF patiënten die behoren 
tot de lage en intermediair-1 risico categorie is een afwachtende benadering 
gerechtvaardigd. De intermediair-2 en hoog risico groep krijgt chemotherapie of er zal 
overleg plaatsvinden of de patiënt in aanmerking komt voor een allogene stamcel 
transplantatie dan wel voor experimentele medicijnen.
In hoofdstuk 3 hebben we de reproduceerbaarheid bepaald van de huidige individuele 
morfologische kenmerken zoals beschreven in de WHO-classificatie en we hebben de 
reproduceerbaarheid van de histologische diagnose bepaald. De ontdekking van de  
mutatie resulteerde in een herziening van de WHO-diagnostische criteria van de MPNs in 
2008. echter, bezorgdheid bestaat over de reproduceerbaarheid van de  morfologische 
kenmerken zoals vermeld in de WHO 2008 criteria. Dit blijkt uit onze studie waarin we een 
hoge mate van consensus aantonen voor de afzonderlijke histologische kenmerken zoals 
beschreven in de WHO-classificatie. echter, de vertaling naar een definitieve histologische 
diagnose is problematisch, ondanks een goede correlatie tussen de verschillende histologische 
kenmerken toonden we een inter-observer variatie aan in de vertaling naar een definitieve 
diagnose. Niet alleen de erkenning van de individuele histologische kenmerken is van belang, 
ook de frequentie, de rangschikking en de combinatie van de histologische kenmerken spelen 
een rol bij de beslissing van pathologen om een beenmerg biopsie te diagnosticeren als eT, PV 
of PMF. echter, deze aspecten zijn niet duidelijk omschreven in de WHO-classificatie en 
suggereert dat aanvullende afspraken over de definities van de histologische kenmerken van 
belang kunnen zijn om tot de juiste diagnose te komen.
In hoofdstuk 2, 4 en 5 richten we ons op de moleculaire mechanismen die betrokken zijn bij de 
pathogenese van MPN. De  mutatie in MPN patiënten resulteert in een 
aanhoudende JAK2 proliferatie met als gevolg een verhoogde activering van de signaal 
transducer en activator van transcriptie (STAT) familie. Vooral STAT3 en STAT5 lijken 
een belangrijke rol te spelen in de MPN ontwikkeling. STAT3 is verantwoordelijk voor de 
| SAMeNVATTING
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celgroei en is betrokken bij de megakaryopoïese. STAT5 is ook verantwoordelijk voor de 
celgroei en verder remt STAT5 de megakaryocyte apoptose. Het netto resultaat van 
STAT3 en STAT5 fosforylering is proliferatieve activiteit en apoptose remming vooral 
van de megakaryocyten.
In hoofdstuk 4 hebben we beenmerg immunohistochemisch gekleurd van MPN patiënten 
en van controle patiënten met gefosforyleerd STAT3 (pSTAT3) en STAT5 (pSTAT5). 
pSTAT3 kwam meer tot expressie in PMF en  positieve patiënten in vergelijking 
met controle en eT patiënten. pSTAT5 expressie toonde een trend in PV en  
positieve patiënten. We hebben ook een verband aangetoond tussen densiteit aan 
bloedvaten (MVD) en de pSTAT5 expressie. De verminderde levensverwachting van PV en 
PMF patiënten is vooral te wijten aan de verhoogde vaatdichtheid en de toenemende 
ontwikkeling van fibrose in het beenmerg tijdens het ziekteverloop. Galectine-1 (gal-1) is 
bekend betrokken te zijn in tumor angiogenese en galectine-3 (gal-3) in leverfibrose. 
In hoofdstuk 4 laten we zien dat gal-1 significant meer tot expressie komt in de totale MPN 
groep vergeleken met de controlegroep. Deze bevinding, in combinatie met de vaststelling 
van een significante correlatie van de gal-1 expressie met de vaatdichtheid suggereren 
een mogelijke rol van gal-1 in de verhoogde angiogenese in het beenmerg van MPN 
patiënten. eerdere studies laten zien dat angiogenese wordt geremd via gal-1 met de 
angiogeneseremmer anginex, daarom kan anginex zelfs een mogelijk angiogenese 
inhibitor in MPN patiënten in de toekomst zijn. De aanhoudende JAK2 activatie leidt ook tot 
een aanhoudende activatie van het extracellulair signaal gereguleerde kinase (erk) en 
fosfatidylinositol-3-kinase (PI3K)/Akt/p70S6k/mammalian doel van rapamycine (mTOr) 
signaalweg. Activering van de erk en PI3K/Akt signaalweg leidt tot een remming van de 
apoptose met name van de megakaryocyten. 
In hoofdstuk 5 hebben we MPN beenmerg en controle beenmerg immunohistochemisch 
gekleurd met perk, pAkt, p70S6k en Bnip3 (activeert apoptose) samen met de vaatdichtheid 
om abnormale activatie van deze routes en abnormale apoptotische responsen in het 
beenmerg en in de megakaryocyten van MPN patiënten te achterhalen. We tonen aan dat 
de verhoogde cellulariteit in het beenmerg van MPN patiënten mogelijk wordt beïnvloed 
door de toegenomen perk, pAkt en verminderde Bnip3 expressie. een dominante rol voor 
de megakaryocyten, in het bijzonder eT patiënten, werd aangetoond. Verhoogde 
hoeveelheden megakaryocyten in MPN patiënten kunnen verklaard worden door 
toegenomen pAkt en p70S6k.
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De mutatie is aanwezig in meer dan 95% van de PV patiënten en in ongeveer de helft 
van de eT en PMF patiënten. De ontdekking van de  mutatie leidde tot de ontwikkeling 
van JAK2 remmers. 
In hoofdstuk 6 hebben we de expressie van gal-1, gal-3, pSTAT3, pSTAT5, perk en pAkt 
geanalyseerd in  positieve patiënten met myelofi brose die werden behandeld met de 
JAK1/2 remmer INCB018424, ruxolitinib. ruxolitinib is een JAK1/2 remmer, die grote 
verbeteringen in de klinische symptomen van MPN patiënten vertoonden. We probeerden 
deze verbetering te correleren met een afname van moleculaire markers in het beenmerg. In 
de pilot-studie, slechts zes patiënten, toonden we een daling aan van de pSTAT3, pSTAT5, perk 
en pAkt expressie bij patiënten die werden behandeld met ruxolitinib gedurende een jaar in 
vergelijking met patiënten die niet werden behandeld met ruxolitinib. Andere studies tonen 
ook een onderdrukking van deze moleculaire markers aan in MPN patiënten zonder de 
 mutatie. Dit geeft aan dat andere signaal routes betrokken zijn bij de activatie van 
JAK2 in MPN patiënten. 
Voor gal-1 en gal-3 werd een lagere expressie waargenomen bij patiënten die behandeld 
werden met ruxolitinib maar ook bij patiënten die niet werden behandeld met ruxolitinib. 
Daarom is de expressie van gal-1 en gal-3 onafhankelijk van de JAK2 activatie. 
er werd geen effect gezien op de mate van fi brose met ruxolitinib behandeling, dat is 
teleurstellend, aangezien fi brose een slechtere prognose geeft van de ziekte. Als het 
onderliggende mechanisme van fi brose in MPN patiënten ontdekt wordt zal een belangrijke 
doorbraak in therapeutische opties mogelijk zijn, waardoor een betere prognose voor MPN 
patiënten ontstaat en waarschijnlijk een langere overleving met name voor de PMF, post-eT 
MF en post-PV MF patiënten.  Hoewel deze studie werd gedaan bij slechts zes MPN patiënten 
met fi brose onderstreept het het belang van de ontdekte  mutatie in de pathogenese 
van MPN patiënten met fi brose.
